
T>/^T WELTORGANJSATION FOR GEISTIGES EIGENTUM 

XV^X Internationales Bfli© 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG OBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCI) 



(51) Internati nale PatentkJassifikation 5 : 
G01N 33/68, 33/564, O07K 7/04 



Al 



(11) Internationale Veroffentlichungsnnmmer: WO 94/1 1738 

(43) Internationales 

Veroffentlichungsdatum : 26. Mai 1994 (26.05.94) 



(21) Internationales Akteazeichen: 

(22) Internationales Anmeldedatum: 



PCT/EP93/03175 



(30)Priorit§tsdaten: 
P42 38416.8 



12. November 1993(12.11.93) 



13. November 1992(13.11.92) DE 



(71) Anmelder (fir alle Bestimmungsstaaten ausser US): MAX- 

PLANCK-GESELLSCHAFT ZUR FORDERUNG 
DER WISSENSCHAFTEN E.V. [DE/DE]; D-Beriin 
(DE). 

(72) Erfinder;und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fir US) : ROTZSCHKE, Olaf [DE/ 
US]; FALK, Kirsten [DE/US]; Lincoln Parkway 42, 
Apartment 2, Sommerville, MA 02143 (US). STEVANO- 
VlC, Stefan [DE/DE]; Luisenstrasse 47, D-68723 Plank- 
stadt (DE). JUNG, Giinther [DE/DE]; Ob der Grafen- 
halde 5, D-72076 Tubingen (DE). RAMMENSEE, 
Hans-Georg [DE/DE]; Sommerhalde 3, D-72070 Tubin- 
gen (DE). 



(74) AimSlte: WEICKMANN, H. usw. ; Kopernikusstrasse 9, 
D-81679 Miinchen (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: AT, AU, BB, BG, BR, BY, CA, CH, 
CZ, DE, DK, ES, FI, GB, HU, JP, KP, KR, KZ, LK, 
LU, MG, MN, MW, NL, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, 
SD, SE, SK, UA, US, VN, europaisches Patent (AT, BE, 
CH, DE, DK, ES, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, 
PT, SE), OAPI Patent (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, 
GN, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 



Verdfrentlicht 

Mil internationalem Recherchenberkht. 
Vor Abiauf der fir Anderungen der AnsprQche zugelasse- 
nen Frist. Verdffentlichung wird wiederholt falls Anderun- 
gen eintreffen. 



(54) Title: DETERMINATION OF PEPTIDE MOTIFS ON MHC MOLECULES 



<54)Bezeichnung: BESTIMMUNG VON PEPTIDMOTIVEN AUF MHC-MOLEKOLEN 



(57) Abstract 
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(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Yerfahren zur Bestimmung von allelspezifischen Pepttdmotiven auf Molekiilen des 
Major Histocompatibility Complex (MHC) der Kiassen (I) und (II) sowie die durch das erflndungsgemaSe Verfahren erhaltli- 
chen Peptidmotive! Weiterhin wird die Verwendung der erfindungsgem§Ren Peptidmotive zur Herstellung eines diagnostischen 
oder therapeutischen Mittels oiTenbart 
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Bestimmung von Peptidmotiven auf MHC-Molekiilen 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrif ft ein Verfahren zur Bestim- 
mung von Peptidmotiven bzw. -epitopen auf Molekiilen des Major 
Histocompatibility Complex (MHC) sowie die dadurch bestimmten 
Peptidmotive und ihre Vervendung zur Herstellung eines dia- 
gnostischen oder therapeutischen Mitt els. 

Die cytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) erkennen antigene Pep- 
tidepitope in Verbindung mit MHC-kodierten Molekiilen* Dieses 
Phanomen wird als MHC-Restriktion bezeichnet (1-5). Die Kri- 
stallographie von menschlichen MHC Klasse I-Molekiilen, HLA-2 
und Aw68 f ergab einen Spalt, der durch die al- und a2-Domanen 
der schweren Ketten gebildet wird (3,6). Man nimmt an, daS 
dieser Spalt die Bindestelle fiir antigene Peptidepitope ist, 
da beide Kristalle Strukturen von PeptidgroBe enthielten, die 
nicht mit MHC-Sequenzen kompatibel waren und sich an diesem 
Spalt befanden (6). 

Es wird angenommen, daB diese Peptide von intrazellularen 
Proteinen stammen und an der Zelloberf lache prasentiert wer- 
den, um den cytotoxischen T-Lymphozyten zu erlauben, die 
Zellen auf abnormal e Eigenschaften zu testen. Es wurden be- 
reits MHC-assoziierte Peptide, die T-Zellepitope reprasentie- 
ren, aus normalen oder virusinf izierten Zellen extrahiert 
(2,4,5,7,8). Auf entsprechende Weise konnen auch Antigene, 
die durch die MHC Klasse II restringierten T-Zellen erkannt 
werden, durch kunstliche Peptide nachgeahmt werden (9), und 
MHC-assoziierte antigene Peptide wurden von MHC Klasse II- 
Molekiilen eluiert (10). Aufgrund ihrer Position in der Mitte 
von trimolekularen Komplexen, die aus T-Zellrezeptor , Peptid 
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und MHC-Molektil bestehen (11) , sind die T-Zellepitope ein 
zentraler Punkt des spezifischen Immunsystems und somit be- 
steht ein groSes Bedlirfnis nach dem Verstandnis der Gesetz- 
mMBigkeiten ihres Auftretens sowie nach einem Bestimmungsver 
fahren (12-15). 

Die erf indungsgemaBe Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren 
zur Bestimmung von allelspezif ischen Peptidmotiven auf Mole- 
kiilen des Major Histocompatibility Complex (MHC) der Klassen 
I oder II, vobei man 

(a) durch AufschluS von Zellen, die MHC-Molekule enthalten, 
einen Zellextrakt erzeugt, 

(b) MHC-Molekiile mit den darauf befindlichen Peptidmischun- 
gen durch Immunprazipitation aus dem Zellextrakt ab- 
trennt, 

(c) die Peptidmischungen von MHC-Molekiilen und sonstigen 
Proteinbestandteilen abtrennt, 

(d) einzelne Peptide oder/und ein Gemisch davon sequenziert 
und 

(e) aus den erhaltenen Inf ormationen, insbesondere aus der 
Seguenzierung eines Gemisches, oder aus der Sequenzie- 
rung einer Reihe von Einzelpeptiden, das allelspezif i- 
sche Peptidmotiv ableitet, 

welches dadurch gekennzeichnet ist, daS man Peptidmotive auf 
Molekiilen bestimmt, die aus der Gruppe, bestehend aus HLA-A1 
HLA-A3 , HLA-A11, HLA-A24, HLA-A3 1 / HLA-A3 3 f HLA-B7 , HLA-B8 , 
HLA-B*2702, HLA-B*3501, HLA-B*3503, HLA-B37 , HLA-B38, HLA- 
B*3901, HLA-B*3902, HLA-B*5101, HLA-B*5102, HLA-B*5103, HLA- 
B*5201, HLA-B58, HLA-B60, HLA-B61, HLA-B62, HLA-B7 8 , HLA- 
Cw*0301, HLA-Cw*0401, HLA-Cw*0602, HLA-Cw*0702, HLA-Cw4, HLA- 
Cw6 , HLA-Cw7, HLA-DRB1*0101 , DRB1*1201, HLA-DR4wl4, HLA- 
DR17, HLA-DRw52, HLA-DPw2 , HLA-DPB1*0401, HLA-DQB1*0301 , HLA- 
DQwl, HLA-DR1, HLA-DR3 und HLA-DR5 ausgewahlt sind. 
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Durch das erf indungsg mafle Verf ahren werden Peptidmotive 
bestimmt, welche die GesetzmaBigkeiten beinhalten, nach denen 
MHC-Molekule Peptide auswahlen und prasentieren. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren kann sowohl mit MHC-Molekiilen 
der Klasse I als auch mit MHC-Molekiilen der Klasse II durch- 
gefiihrt werden, wobei MHC-Molekule der Klasse I bevorzugt 
sind. Die Peptidmotive HLA-A, HLA-B und HLA-C sind Liganden 
fur MHC-Molekule der Klasse I. Die Peptidmotive HLA-DR, HLA- 
DQ und HLA-DP sind Liganden fur MHC-Molekiile der Klasse II. 

Bei der Immunprazipitation der MHC-Molekiile durch das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren werden giinstigerweise Antikorper ver- 
wendet, die fiir die jeweils gewiinschten MHC-Molekiile spezi- 
nisch sind. Zur Bestimmung von H-2K d - oder H-2D b -Molekiilen 
werden beispielsweise K d -spezif ische AntikSrper (25) oder D 6 - 
spezifische Antikorper (26) verwendet. Vorzugsweise verwendet 
man monoklonale Antikorper, es ist jedoch auch die Verwendung 
eines entsprechend gereinigten polyklonalen Antiserums mog- 
lich. Antikorper, die erf indungsgemaB verwendet werden kon- 
nen, konnen mittels dem Fachmann gut bekannten Standardtech- 
niken de novo hergestellt werden, Beispiele von Antikorpern, 
die in der Erfindung verwendet werden konnen, schlieSen alle 
Antikorper gegen HLA-Ant igene , die in dem "Catalogue of Cell 
Lines and Hydridomas" des ATCC (American Type Culture 
Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD 20852) er- 
wahnt sind, mit ein, ohne sich jedoch darauf zq beschranken. 
Bevorzugte Beispiele (in der ATCC-Nomenklatur ) schlieSen 
HB82, 117, 166, 54, 122, 164, 95, 120, 116, 118, 94, 152, 
178, 56, 115, 157, 119, 59, 105, 165, 144, 180, 103, 110, 
109, 151 und 104 mit ein. Alle in dem Katalog erw&hnten Anti- 
kttrper gegen Maus-H-2-Antigene kSnnen ebenso in der Erfindung 
verwendet werden. Besonders bevorzugt erfolgt di Immunprazi- 
pitation durch Festphasen-g bundene Antikorper. Festphasen- 
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gebundene Antikorper lassen sich auf ine dexn Pachmann be- 
kannte Weise herstellen, z.B. durch Kopplung des AntikSrpers 
an Bromcyan-aktivierte Sepharose 4B (Pharmacia LKB) . Andere 
Beispiele von Festphasen, an die AntikSrper zur erf indungsge- 
maBen Verwendung gebunden werden konnen, schlieBen Agarose, 
Cellulose, Sephadex, Protein-A-Sepharose und Protein-G-Sepha- 
rose mit ein, ohne sich darauf zu beschranken. Das bevorzugte 
Verfahren der Immunprazipitation ctellt Adsorptions-chromato- 
graphie mittels AntikBrper, die an aus Cyanogenbromid-akti- 
vierter Sepharose 4B (siehe Beispiel 1} hergestellten 
Kiigelchen gekuppelt sind, dar* 

Die Abtrennung der zu bestimmenden Peptidmischungen von MHC- 
Molekiilen und eonstigen Proteinbestandteilen erfolgt giinsti- 
gerweise durch ein chromatographisches Verfahren f vorzugswei- 
se iiber Reversed Phase-HPLC. Dabei hat es sich als giinstig 
erwiesen, daS die Abtrennung in einem Trif luoressigsaure/H 2 0- 
Trif luoressigsaure/Acetonitril-Gradienten erfolgt. Andere 
Verfahren , die erf indungsgemSB zur Abtrennung von Peptidmi- 
schungen von MHC-Molekiilen verwendet werden kfinnen, schlieBen 
Ionenaustausch, Gelf iltration, Elektrof okussierung, High 
Performance Capillar Elektrophorese (HPCE) und Gelelektropho- 
rese mit ein, sind jedoch nicht darauf beschankt. Ein anderes 
Mittel zur Durchfuhrung der Trennung stellt Ultrafiltration 
dar, wobei eine Membran mit einer Penneabilitat von 3000 oder 
5000 oder 10000 Da verwendet wird. Bevorzugt wird die Tren- 
nung mittel s HPLC ..durchgef tihrt 

Bei der chromatographisehen Auftrennung der Peptidgemische 
kann man in mancfcen Fallen eine einzige Peptidspezies isolie- 
ren. Somit besteht Schritt<-(d) des erf indungsgemSBen Verfah- 
rens entweder in der Sequenzierung eines Peptidgemisches, 
wodurch. eine Konsensussequenz fttr die auf dem jeweiligen MHC- 
Molektil befindlich^n.P ptidmotive bestimmt werden kann, 
oder/und in d r Seguenzi rung ..eines definierten Peptids. 
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Als Ausgangsmaterial fur die Bestimmung von Peptidmotiven 
konnen nonnale Zellen, Tumorzellen, als auch durch Viren oder 
sonstige Erreger infizierte Zellen sowie in vitro kultivierte 
Zellen des Menschen oder von Tieren verwendet werden. Norroale 
Zellen, die in der Erfindung verwendet werden konnen, 
schlieSen frische Zellen, wie z.B. periphere Blutlymphozyten, 
Zellen der Milz, der Lunge, des Thymus oder Zellen von einero 
anderen Gewebe, das MHC-Molekftle exprimiert mit ein, Bind 
jedoch nicht darauf beschrankt. In der Erfindung verwendete 
Tumorzellinien schlieSen die Tumorzellen EL4 und P815 mit 
ein, sind jedoch ebenfalls nicht darauf beschrankt, Virusin- 
fizierte Zellen, die in der Erfindung verwendet werden kon- 
nen, schlieSen, ohne darauf beschrankt zu sein, JY-Zellen, 
die durch den Epstein-Barr-Virus trans formierte menschliche 
B-Zellen sind, mit ein* Die durch das erf indungsgemaBe Ver- 
fahren bestimmten Peptidmotive entsprechen dem folgenden 
Grundprinzip: 

a) Sie weisen eine allelspezif ische Peptidlange von 8, 9, 
10 oder. 11 Aminosauren bei MHC-Klasse I-Molekulen sowie 
von 8 bis 15 Aminosauren bei MHC-Klasse II Molekiilen 
auf, 

b) sie besitzen zwei Ankerpositionen (die Bezeichnung "An- 
kerposition" wird verwendet, wenn eine Position ein 
starkes Signal fiir einen einzigen Aminos aurerest zeigt 
oder wenn eine Position durch einige wenige Aminosaure- 
reste mit sehr nahe verwandten Seitenketten besetzt 
wird), wovon sich eine Ankerposition immer am C-termina~ 
len Ende befindet und haufig aliphatisch ist, und 

c) die Peptide werden natiirlicherweise auf MHC-MolekUlen 
von normalen, virusinf izierten, anderweitig infizierten 
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oder mit Genen transf izierten oder mit Antigen b ladenen 
Zellen prasentiert. 

Die Seguenzierung der Selbstpeptidgemische aus den MHC-Klasse 
I-Molekiilen H2K d , E2K b , H2D b und HLA-A2 zeigt ein jeweils 
unterschiedliches allelspezif isches Peptidmotiv, das von 
jedem der Klasse I-Molekiile prasentiert wird. Die von K d , D b 
und A2 prasentierten Peptide sind Nonamere, vahrend die K b - 
prasentierten Peptide Octamere sind, wobei die korrespondie- t 
renden Peptidmotive zwei Ankerpositionen enthalten, die durch 
einen einzigen AminosSurerest oder durch einen aus einer 
geringen Anzahl von Aminosaureresten mit nahe verwandten 
Seitenketten beset zt sind, Diese Ankerpositionen befinden 
sich bei den unterschiedlichen Motiven nicht an derselben 
Stelle, sie konnen etwa an Position 5 und 9 (D b ) oder 2 und 8 
(K d , A2) oder 5 und 8 (K b ) sein. Die C-tenninalen Ankerreste 
aller Motive sind hydrophobe Aminosauren. Die nicht an Anker- 
positionen befindlichen Aminosaurereste konnen ziemlich va- 
riabel sein, einige jedoch werden vorzugsweise durch bestimm- 
te Aminosauren beset zt, beispielsweise findet man haufig Pro 
an Position 4 des K d -Motivs, Tyr an Position 3 des K b -Motivs 
und hydrophobe Reste herrschen an den Positionen 3 des D 6 - 
Motivs und 6 des A2 Motivs vor. Fiir H-2L d war ein Ankerrest 
Prolin an Position 2 . 

Die durch das erf indungsgemaBe Verfahren gewonnenen Ergebnis- 
se entsprechen sehr gut der Struktur des kristallographisch 
gefundenen Spalts bei MHC-Klasse I-Molekiilen (3,6). Unter- 
schiedliche MHC-Klasse I -Allele unterscheiden sich an diesem 
Spalt durch das Vorhandensein unterschiedlicher Taschen, was 
vermutlich darauf zurtickzuf uhren ist, daS die Taschen jeweils 
unterschiedliche Aminosauren aufnehmen kSnnen. Daher stellen 
die allelspezifischen Taschen in den MHC-Kristallen und die 
Seitenketten der allelspezifischen Ankerreste vermutlich 
komplementare Strukturen dar. 



WO 94/11738 PCT/EP93/03175 

- 7 - 



Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung 1st die 
Verwendung der erf indungsgemaBen Peptidmotive bei einem Ver- 
f ahren zur Eerstellung eines diagnostischen oder therapeu- 
tischen Mittels. Ein mogliches Anwendungsgebiet der Peptidmo- 
tive ist der diagnostische Nachweis von MHC-Molekttlen. Da die 
MHC-Molekiile durch ihre individuelle spezif ische Bindung von 
Peptiden charakterisiert sind, kann ein Bindungsnachweis iiber 
Peptide einer Markierungsgruppe erfolgen, wobei als Markie- 
rungsgruppe beispielsweise eine Biotin- oder eine Fluores- 
zenzgruppe an das Peptid gekoppelt wird. Andere dem Fachmann 
bekannte Markierungen kdnnen ebenso in der Erfindung verwen- 
det werden. Diese Markierungen schlieBen, ohne sich darauf zu 
beschranken, radioaktive Markierungen wie z.B. an Thyrosinre- 
ste von Peptiden gebundenes oder 125 1, oder 3 H oder 1 *C 

(beide wahrend deren Synthese in die Peptide eingebaut) mit 
ein. Bindung der Markierungen an die Peptide kann nach dem 
Fachmann gut bekannten Verf ahren erreicht werden. Die Markie- 
rung erfolgt vorzugsweise an Nicht-Ankerpositionen. Die auf 
solche Weise gefundenen Korrelationen zwischen dem Auftreten 
von Autoimmunkrankheiten und der Expression von MHC-Molekulen 
mit krankheitsspezif ischen Peptidmotiven konnen diagnostisch 
verwertet werden. Beispiele von in vitro diagnostischen Ver- 
wendungen der erf indungsgemaBen Peptidseguenzen schlieGen, 
ohne sich darauf zu beschranken, Messung der Bindungsspezif i- 
t&t von MHC-Molekiilen, Korrelierung der Bindungsspezif itat 
von MHC-Molekiilen mit Krankheiten, und Bestimmung der Sequenz 
von T-Zellepitopen unbekannten Ursprungs durch Inkubieren 
geeigneter Zellen, die die interessierenden MHC-Molekiile 
exprimieren mit HPLC-Fraktionen einer Peptid-Bank (Mischung 
von Peptiden, die in das untersuchte Mot iv pas sen) und Be- 
stimmung der durch die T-Zelle erkannten Peptide, gefolgt von 
chromatographischem Vergleich des natiirlichen T-Zellepitops 
mit dem als T-Zellepitop erkannten synth tischen Peptid 
(Nature 348: 252-254 (1990)) mit ein. 
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Ein veiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der 
erfindungsgemaSen Peptidmotive bei einem Verfahren zur Her- 
stellung eines Arzneimittels zur Therapie von Storungen des 
Immunsystems oder von Tumorerkrankungen. Insbesondere konnen 
die erfindungsgemaSen Peptidmotive fur die Intervention bei 
Autoiiranunkrankheiten (Prophylaxe und Therapie), beispielswei- 
se durch Blockierung bestimmter MHC-Molekiile sowie durch die 
Induktion peptidspezif ischer Nicht-Reaktivitat von T-Zellen, 
verwendet werden. Weiterhin ist eine Intervention bei Trans- 
plantatabstoSungen und Graft-versus-Host-Reaktionen auf ana- 
loge Weise moglich. Ferner konnen die erfindungsgemaSen Pep- 
tide fur die Induktion oder die Verstarkung bzw. Vermehrung 
von gegen Tumorzellen gerichteten T-Zellen in vitro und in 
vivo eingesetzt werden , insbesondere fur die Vakzinierung 
gegen Tumorerkrankungen und fur die Therapie bestehender 
Tumorerkrankungen, wobei insbesondere der sogenannte Graft- 
versus-Leukamia-Ef fekt (Sullivan et al., N.Engl. J.Med. 320: 
828-834) ausgenutzt werden kann. Die erfindungsgemaSen Pepti- 
de konnen ebenso dazu verwendet werden, T-Zellantworten gegen 
infektiose oder maligne Krankheiten zu verstarken, indent MHC- 
bindende Peptide, die spezifisch fur das infektiose Mittel 
oder fur Tumore sind, in vivo eingesetzt werden. Alternativ 
konnen T-Zellen aus Patienten gewonnen werden, ihre Anzahl in 
vitro durch Verwendung von Peptiden und geeigneten Wachs- 
tumsbedingungen, einschlieSend Cytokine, wie z.B. Inter leukin 
2, Interleukin 4 oder Interleukin 6 vermehrt und anschlieSend 
in den Patienten zuruckgef iihrt werden. Die erfindungsgemaSen 
Peptide konnen weiterhin dazu verwendet werden, alle Tumore, 
die durch T-Zellen angreifbare Antigene exprimieren, ein- 
schlieBlich, ohne darauf zu beschranken, Melanome, Brust- 
krebs, Tumore viralen Ursprunge, wie z.B. Burkittslymphom und 
solche Tumore, die durch menschlichen Papillomavirus wie 
zervikales Karzinom und andere anogenitale Tumore zu behan- 
deln. P ptid , di von T-Zellrezeptor-Molektilen oder Antikfir- 
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permolekiilen abstammen, konnen auch fur die gezielte Manipu- 
lation immunregulatorischer Mechanismen eingesetzt werden, 
insbesondere fttr die Bekampfung von Autoinununkrankheiten und 
TransplantatabstoGungen, Bowie Graft-versus-Host-Reaktionen. 
In vivo-Verwendungen der erfindungsgemaBen Proteine zur Pra- 
vention schlieSen ihre Verwendung, ohne darauf beschr&nkt zu 
sein, als Peptidvakzine gegen infektiSse oder maligne Krank- 
heiten und Verwendung der in dieser Erfindung gesainmelten 
Information beziiglich geeigneter T-Zellepitope zu ihrem Ein- 
bau in alle anderen Arten von Impfstof fen einschlieSlich 
rekombinante Impfstof fe (einschlieSlich Viruse wie Vaccinia 
oder Bakterien wie Salmonella oder Mycobacteria) und Protei- 
ne, die durch Verwendung von rekombinanten Bakterien (z.B. 
E.coli) oder anderen Zellen, einschlieSlich Hefe-, Insekten-, 
Maus- oder menschlichen Zellen hergestellt wurden, mit ein. 

Die Dosierung oder Konzentrationen der erfindungsgemaBe Pep- 
tide konnen durch den Fachmann routinemaBig bestimmt werden. 
Diese konnen in vivo in einem Bereich von 10 pg bis 1 g er- 
wartet werden. In vitro-Konzentrationen konnen in einem Be- 
reich von 1 Femtomol bis 1 Micromol erwartet werden. Die 
Verabreichung in vivo schlieBt, ohne sich darauf zu beschran- 
ken, einen subkutanen, intramuskularen, intravenosen, intra- 
dermalen und oralen Weg mit ein. 

Vorzugsweise ist bei der therapeutischen Verwendung ein Pep- 
tid, das einem erfindungsgemaBen Peptidmotiv entspricht, N- 
oder/und C-terminal mit lipophilen bzw. amphiphilen Gruppen, 
insbesondere lipophilen Peptid-Helices kovalent verkniipft. 
Ein Beispiel fiir eine derartige Gruppe ist Tripalmitoyl-S- 
glycery Icysteiny 1-sery Iserin • 

Die Erfindung soli welter durch die folgenden Beispiele in 
Verbindung mit den Figuren 1 und 2 veranschaulicht werden. 
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Es zeigen 

Fig. la ein HPLC-Profil von Material, das mit Anti-K d -Anti- 
korpern aus P815 Lyssat abgetrennt wurde, 

Fig. lb einen vergrSBerten Ausschnitt des Chromatogramms 
aus la (Fraktionen 15-35)/ 

Fig. lc eine Rechromatographie des in lb mit einezn Pfeil 
gekennzeichneten Selbstpeptids, 

Fig. 2 MHC-Molekule und ihre Liganden. 



Beispiel 1 

10 bis 20xl0 9 P815-Tumorzellen (H-2K d ) wurden pelletiert und 
30 Minuten mit 250 ml 0 f 5 % Nonidet P40 in Phosphat-gepuf f er- 
ter Salzlosung (PBS) mit 0,1 mmol/1 Phenylmethylsulfonylf luo- 
rid (PMSF) bei 4°C geriihrt. Der fiber stand wurde 5 Minuten bei 
250 g und 30 Minuten bei 150.000 g und 4°C) zentrifugiert und 
dann durch eine adsorptionschromatographische Anordnung ge- 
leitet. Die adsorptionschromatographische Anordnung bestand 
aus drei Saulen mit jeweils einem Bettvolumen von etwa 1 ml. 
Das Saulenmaterial bestand aus Antikorper-gekoppelten bzw. 
Glycin-gekoppelten Kiigelchen, die aus Bromcyan-aktivierter 
Sepharose 4B (Pharmacia LKB) gemaB dem Protokoll des Berstel- 
lers hergestellt wurden. Als Antikorper wurden jeweils 5 mg 
von K d -spezifischem Antikorper 20-8-4S (IgG 2a, kappa; 25) 
oder D b -spezifische Antikorper B22-249 (IgG 2a , kappa; 26) an 
1 ml der Kiigelchen gekoppelt. Der tiberstand des Zellextrakts 
wurde zunachst durch eine Saule mit Glycin-gekoppelten Kiigel- 
chen, dann durch eine entsprechende Saule mit Anti-K d -Kiigel- 
chen und dann ftir eine Scheinpr&zipitation fiber Anti-D b ~ 
Kiigelchen geleitet. 

Die Kiigelchen wurden aus alien drei Saulen entfernt und mit 
0/1 % Trifluoressigsaure fur 15 Minut n v rwirbelt (7). Die 
Uberstande wurden durch Vakuumzentrifugation getrocknet und 
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durch Reverse Phase HPLC unter Verwendung einer Superpac Pep 
S Saule (C2/C18; 5 fim Teilchen, 4,0 x 250 mm, Pharmacia LKB) 
und einer Pharmacia LKB-Apparatur abgetrennt ( 4 ) . Elutions- 
mittel: Losung A 0,1 % Trif luoressigsaure in H 2 0 (v/v), 
Losung B 0,1 % Trif luoressigsaure in Acetonitril. 

Fiir die in Figur la und b gezeigten chromatographischen Tren- 
nungen wurde der folgende Gradient verwendet: 
0 bis 5 Minuten, 100 % A 

5 bis 40 Minuten linearer Anstieg auf 60 % B, 

40 bis 45 Minuten 60 % B, 

45 bis 50 Minuten Abnahme auf 0 % B, 

FluBrate: 1 ml/Minute, Fraktionsgrofle : 1 ml. 

Die einzelnen Fraktionen wurden gesammelt und durch Vakuum- 

zentrif ugation getrocknet . 

Figur 1 zeigt die HPLC-Auftrennung von immunprazipitierten 
und Trif luoressigsaure-behandelten K d -Molekiilen. Figur la 
zeigt ein HPLC-Profil vori TFA-behandeltem Material, das aus 
P815-Lysat mit Anti-K d (durchgehende Linie) bzw. mit Anti-D b 
(gestrichelte Linie) prazipitiert wurde. Zwischen den Frak- 
tionen 20 und 28 vird heterogenes Material in geringen Mengen . 
eluiert, bei dent es sich urn die gesuchten allelspezif ischen 
Peptidgemische handelt. 

Die Fraktionen 20 bis 28 wurden sowohl aus dem K d -Ansatz als 
auch von dem Scheinprazipitat gesammelt. Beide Ansatze wurden 
unter Verwendung der Edman-Abbaumethode automatisch sequen- 
ziert (Edman et al., Eur. J.Biochem. 1: 80*91 (1967)). Der 
Edman-Abbau wurde in einem Protein Sequencer 477A, ausgestat- 
tet mit einem on-line PTH-Aminosaure Analysator 12 OA (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, 94404, USA) durchgef Uhrt . Glas- 
faserf ilter wurden adt 1 mg BioPrene Plus beschichtet und 
nicht prHzyklisi rt..;Di S qii nzierung wurde unter Verwendung 
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der Standardprogramme BEGIN- 1 und NORMAL- 1 (Applied Biosy- 
stems) durchgefiihrt. Cystein wurde nicht xnodifiziert und 
konnte deshalb auch nicht nachgewiesen werden. 

Das Edman-Verfahren beinhaltet eine seguenzielle Derivatisie- 
rung und Aminosaurenentf ernung vom N-Terminus, von denen jede 
chromatographisch identifiziert wird. Da es ungewohnlich ist, 
komplexe Gemische von Peptiden zu seguenzieren, verden die 
direkt aus dent Sequenziergerat gevonnenen Daten prasentiert. 
Tabelle la und b zeigen die Ergebnisse aus zwei Seguenzie- 
rungsversuchen fiir K d -eluierte Peptide. Tabelle 1c zeigt das 
Sequenzierungsergebnis einer Scheinelution mit D b -spezifi- 
schen Antikbrpern auf P815-Lysaten. Die K d -eluierten Peptide 
haben ein klares Aminosauremuster fur jede Position von 1 bis 
9, wahrend das scheineluierte Material durchgehend ein 
gleichformiges Aminosauremuster mit einer Abnahme der absolu- 
ten Menge jedes Rests bei jedem Zyklus zeigt. Bei den K d - 
eluierten Peptiden wurden nur die Reste, die mehr als 50 % 
Anstieg in der absoluten Menge im Vergleich mit dem vorheri- 
gen oder dem vorvorherigen Zyklus zeigten, als signifikant 
erachtet und unterstrichen. Die erste Position ist schwierig 
zu beurteilen, da es keinen vorherigen Zyklus gibt und iiber- 
dies alle im HPLC-Pool vorhandenen freien Aminosauren an 
dieser Position nachgewiesen werden. Fiir die zweite Position 
ist der einzige Rest, dessen Haufigkeit im Vergleich zum 
vorherigen Zyklus klar erhoht ist, Tyrosin (z.B. Tabelle la 
60,9 pmol auf 875,6 pmol). Der einzige andere Rest, der einen 
(geringen) Anstieg zeigt, ist Phenylalanin, das eine zu Tyr 
Shnliche Seitenkette aufweist. Dies bestatigt die Annahme, 
die aus einem Vergleich des natiirlichen Kd-restringierten 
Inf luenza-Epitops (mit der Seguenz TYQRTRALV) mit anderen K d - 
restringierten Peptiden im Hinblick auf den Tyrosin-Rest an 
Position 2 resultiert. Dagegen gibt es keinen definierten 
Aminosaurerest, der fiir die folgenden Positionen 3 bis 8 
charakteristisch ist. Es werden bis zu 14 uhterschiedliche 
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Reste in den einzelnen Positionen gefunden. An Position 9 
werden lie und Leu gefunden. Es gibt keinen Signalanstieg an 
Position 10, was darauf hindeutet, daQ die meisten K d -gebun- 
denen Selbstpeptide nicht langer als 9 Reste sind. Das natiir- 
liche K d -restringierte Inf luenza-Peptid ist somit ein 
Nonapeptid (4). Das Konsensussequenzmuster, das aus diesen 
Ergebnissen hervorgeht, ist in Tabelle 1c gezeigt. Am meisten 
auffallend sind Tyr an Position 2 und lie oder Leu an 9, 
wahrend an alien anderen Positionen eine groBere Anzahl an 
Resten gefunden wird. Ein Vergleich dieses Motivs mit Peptid- 
sequenzen, die K d -restringierte Epitope enthalten, zeigt, daB 
die meisten gut zu dem K d -res tringiert en Konsensusmonomer- 
Motiv passen (Tabelle Id), 

Der durch einen Pfeil in Fraktion 29 von Figur lb markierte 
Peak und die korrespondierende Fraktion der Scheinprazipita- 
tion wurden unter hoherer Auflosung erneut chromatographiert , 
wobei das Fraktionsvolumen 0,5 ml betrug (Fig. 1c). Der 
scharfe spezifische Peak stellte ein Peptid mit der Aminosau- 
resequenz SYFPEITHI dar, das durch direkte Seguenzierung be- 
stimmt wurde. Die Identitat dieses natiirlichen Zellpeptids 
mit synthetischem SYFPEITHI-Peptid wurde durch Coelution auf 
HPLC bestatigt (Fig. 1c). Die Sequenz paBt zu dem Konsensus- 
motiv aus dem Pool der Fraktionen 20 bis 28 (Fig. la,b) , 
wodurch das Vorhandensein eines spezifischen K d -restringier- 
te n Peptidmotivs (Tabelle Id) bestMtigt wird. 
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Tabelle Id 

Das K d -restringierte Peptidinotiv 



Position 



Dominante Ankerreste 



stark 



schwach 



1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 




y 


















N 


P 


M 


K 


T 








I 






F 


N 








T, 












K 


F 


A 


A 


V 


H 


P 


H 


A 




H' 


E 


N 


I 


R 


E 


R 




V 


S 


D 


M 


D 


K 


S 




R 


D 


I 


y 


E 


V 


V 




S 


R 


L 


V 


Q 


V 


T 




F 


N 


S 


R 


S 


F 






E 




T 


L 




R 






Q 




G 












K 
















M 
















T 













I 

L 



Bekannte Epitope* 



Proteinguelle 



Literatur- 
stelle 



T 


Y 


P 


R 


T 




A 


L 


V 


Influenza PR8 MP 147-154 


4,29 


S 


Y 


F 


P 


E 


I 


T 


H 


I 


Selbstpeptid P815 
Influenza JAP HA 523-549 


I 


Y 


A 


T 


V 


A 


G 


S 


L 


30,31 


V 


Y 


Q 


I 


L 


A 


I 


Y 


A 


Influenza JAP HA 523-549 


30,31 


I 


y 


S 


T 


V 


A 


S 


S 


L 


Influenza PR8 HA 518-528 


32 


L 


Y 


Q 


N 


V 


G 


T 


Y 


V 


Influenza JAP HA 202-221 


30,31 


R 


Y 


L 


E 


N 


G 


K 


E 


T L 


HLA-A24 170-18233 


33 


R 


Y 


L 


K 


N 


G 


K 


E 


T L 


HLA-Cw3 170-186 


34 


K 


Y 


Q 


A 


V 


T 


T 


T 


L 


P815 Tumor-Antigen 


35 


S 


Y 


I 


P 


S 


A 


E 


K 


I 


Plasmodium berghei CSP 249-260 36 


S 


Y 


V 


P 


S 


A 


E 


Q 


I 


Plasmodium yoeli CSP 276-288 


37 
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* Peptide, von denen bekannt ist, daB sie K d -restringierte T- 
Zellepitope enthalten, wurden gemSB ihrer Tyr-Reste in iiber- 
einstiinmung gebracht. Peptide, von denen bekannt ist, daB sie 
natiirlich prozessiert sind, sind unterstrichen. 

Beispiel 2 

Elution von Peptiden aus K b - und D b -Molekiilen 
Deter genz-Lysate aus EL4-Tumorzellen (H-2 b ) wurden mit K b - 
spezifischen und D b -spezif ischen Antikorpern, wie in Beispiel 
1 beschrieben, imntunprazipitiert . Als D b -Antikorper wurde 
B22-24 9 (siehe Beispiel 1) und als K b -Antikorper wurde K9-178 
(IgG 2a, K, 27) verwendet. Die von MHC-Molekiilen dissoziier- 
ten Peptide wurden durch Reverse Phase HPLC aufgetrennt. 
Sowohl K b - als auch D b -Material wurde mit Profilen eluiert, 
die in etwa dem K d -Material aus Beispiel 1 entsprachen, wobei 
jedoch in dem heterogenen Material, das zwischen Fraktionen 
20 und 28 eluierte, gewisse Unterschiede auftraten. 

D b -restringiertes Peptidmotiv 

Die vereinigten Fraktionen 20 bis 28 aus dem D b -Ansatz wurden 
sequenziert (Tabelle 2a, b). Die P i ositionen 2 bis 4 enthielten 
mehrere Reste. Dagegen gab Zyklus 5 ein starkes Signal fiir 
Asn. Der vorherrschende Rest an Position 5 der D b -eluierten 
Selbstpeptide ist somit Asn, Das schwache Signal fiir Asp wird 
durch Hydrolyse von Asn zu Asp unter den Sequenzierungsbedin- 
gungen verursacht. Die Positionen 6 bis 8 enthielten 5 bis 14 
unterschiedliche nachweisbare Reste. Position 9 enthielt ein 
starkes Signal fur Met, ein mittleres fiir lie und ein schwa- 
ches fiir Leu (alle hydrophob) . (Die Bedeutung von Met oder 
lie in einem D b -restringierten Epitop wurde bereits berich- 
tet, siehe 17). An Position 10 war kein Signal, was darauf 
hindeutet, daS D b -prasentierte Selbstpeptide Nonapeptide 
sind. Das durch diese Ergebnisse ennitt Ite Konsensusmotiv 
ist in Tabelle 2c g zeigt. Ein V rgl ich dieses Motivs mit 
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dem natiirlichen TP -restringierten Peptid und mit anderen 
Peptiden, die I^-restringierte Epitop enthalten, zeigt, daS 
Asn an Position 5 ein unverSnderlicher Ankerrest des -re- 
stringierten Peptidxnotivs sein kann. Die anderen Reste der 
D b -restringierten Epitope unterscheiden sich erheblich, mit 
Ausnahme von Position 9 (mit Met, lie oder Leu), die wie ein 
zweite Ankerposition aussieht. 
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Tabelle 2c 

Das D 15 -restringierte Peptidmotiv 



Position 



Dominante Ankerreste 



stark 



schwach 



1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 










N 








M 




M 


I 


K 




L 






I 






L 


E 




P 












p 


o 
















v 


v 

V 












A 




r* 

S3 


U 




TV 

A 


pt 

V 


1? 


T 

±j 


N 


Q 




T 
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H 
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D 
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K 




F 










V 


V 


S 




P 
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T 


Y 




S 










E 


Y 






T 










Q 








V 










E 


















I 


















K 


















P 


















S 









Bekannte Epitope 



ASNENMETM 



S G P S 
S G V E 



N T P P E I 
N P G G Y C L 



S A I N N Y 



Proteinguelle 
Influenza NP 366-374 154 
Adenovirus E1A 
Lynphozyten Choricxreningitis 
Virus GP 272-293 39 
Simian Virus 40 T 193-211 40 



Literatur- 
stelle 
4,2 
38 
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K b -restringiertes Peptidmotiv 

Die vereinigten Fraktionen 20 bis 28 aus dem K b -Ansatz wurden 
sequenziert (Tabelle 3a f b). Position 3 enthielt ein starkes 
Signal fur Tyr und ein schwaches fur Pro. Position 4 zeigte 
schwache Signale fur 5 Reste. Starke Signale fur Phe und fur 
Tyr machen diese beiden Reste an Position 5 vorherrschend. 
Die nachsten beiden Positionen enthielten 5 bzw. 3 Signale, 
Position 8 zeigte ein starkes Signal fiir Leu, ein mittleres 
fur Met und schwachere fiir lie und Val. Position 9 zeigte 
keinen Anstieg fiir irgendeinen Rest, was mit der Lange des 
bekannten K b -restringierten natiirlichen Peptids, das ein 
Octamer ist (5), iibereinstimmt . Eine Analyse des K b -restrin- 
gierten Konsensusmotivs und Vergleich mit Epitopen zeigt zwei 
Ankerpositionen: Tyr oder Phe (beide mit ahnlichen aromati- 
schen Seitenketten ) an Position 5 und Leu, Met, lie oder Val 
(alle mit ahnlichen hydrophoben Seitenketten) an Position 8. 



WO 94/11738 



PCT/EP93/03175 



- 21 - 



p «n p nr 01 r* «r p «- m 
<n oVrtu>Vorioo««4 
O fN 

r - ) 



p ^ 0| o r<t n t-> *.-> o 
> X £ d ri; ri riU n <v h 
#- n v 1 ) N j ^ nl 



10 so 

IN 



© V 



*T ^ fVIN « 

(N w r^I -i" 



p ! eo» *o — p co 

o D O ri 61 ri »n ~« O 6 

-^1 CN| 



rv o 



o o 



q «r «> n 

Rri «e cd I 6 



o 

O ri in 



o o o 



ri 



i O r»j 9 n o 
I rv ri! ri -i -I ^ 



p rv p 
£ o" ri to ri 
/> rv* %rt tn fs 



p rv ^ ^ i/i 
o* ri ifl ^' n ri 



o* p p p p p r% to 
V V ri ri ril — < o d d 



C 



n q io k n o q o 
2 o «j ^" V d n.' V n n N 

C ^ u"> o « 



^ o o wm wi c* o o rv 

- £ £ s • - sr ~ « - 

— P p -< c O C| irt —.1 w"> ^ 

2 ja g n r K -i 6 d ^ d 



p p pi p p (N mm n 

in." ri cril o ri ri ri 



^ n o i-i ni n f> o o io 
o n H ^ d ri d d d 



p p d ^' c t h qi q o 
ri c> c> d o d -J — i d 



2 in o r» n ri cil ^ d 



it ei r-v u r» 

~* _T o r» n ^ 



— < p — * rii r- k/"> r-i to p o 

w V K wl h h J h d d 



o 



h q q n o «r pi p q 
f*» H d V ri ri n o <V 



p p p p p -r p Z3| i**. p 
rv d r-* i/i rj cn in ril r* ri 



O _ o L ~ ^ °l °. ~!| O t\ p p r>f~csor*oi^-rv©o 
w — S I ° v ^ r 'i 3 ^1 o o -<* V ri d ~I d d d d 



^ _ -v> PPpOOvioOCkO 

•Jc — £ o o i.-) rv* rv" d o o 
2 



^ D rv e h. rv o rj rv h n 

O i") d d d ~ ri — " r^* 

rr^^^rvf^ofxrv.^ 

o ^ o rv ^ 



n irt n r« q *o n t| w 
o d d d d d d d —J d 



p p w"» 
*c rv V 
*c x- rv rv 



rv t ci d r 
d d d u-> 



ifil ri n oi 



^ p p ot o o in o irt 

w O £ n »^ d r* ri o» d V ri 
n r» « dm 



- , O O — » p rvi rw «o- 

^ d V *c rv rv ^ ^ 



P p| n n| e» o p p 
w*i ri r*i ri col ri rv ri H 



C p p p p ^ C\ 

«A^^-*inVrvo'rvd**»* 

^ »o ««o on n r* ^ 



p p q s j q n n o -« m 
ri ri rv wri) rv rv ri rv rv ^" 



C fv r, f* 5 



^ 0» K V 

*c r) -« 



S O C>' o o 
© * • VI krt ri ^ 



rv j —rf ^ p p -"1 O 

ri all ri ri ri di ri d 



«j p p WM « p p ^ in *n 
s 3 o ri HI f d d h *i d 
^ rv 



d d d d d d d -I 



^ ^ il q - o» n oi o o & ro^ooooo^ci 

£ < ® £> r*f o »o d id V ri ri V d d vS d ri -c V ri 

2 *; 2 o h « y t m -i 

- c* r> ^ c 



3 I 
2 4 - 



n t »n c n o Ci o "S^fNm-coor^oeiO 



WO 94/11738 PCT/EP93/03175 

- 22 - 



Tabell 3c 

Das K b -restringierte Peptidmotiv 



Dominante Ankerreste 



Position 
1 2 3 4 5 6 
F 
Y 



8 
L 



stark 
schwach 



R 
I 
L 
S 
A 



N P 



R 
D 
£ 
K 
T 



T 
I 
E 
S 



N 

Q 
K 



M 

I 
V 



Bekannte Epitope 



RGYVYOGL 

SIINFEKL 
APGNYPAL 



Proteijiquelle 
Vesicular Stomatitis Virus 
NP 52-59 

Ovalbumin 258-276 
Sendai Virus NP 321-332 



Literatur- 
stelle 

5 

41 
42 



Beispiel 3 

HLA-A2 . 1-restringiertes Peptidmotiv 

Ein Detergenz-Lysat von menschlichen JY-Zellen mit dem HLA- 
A2 . 1-MHC-Molekiil (45) wurde nit A2-spezif ischen Antikorpern 
(BB7.2, IgG2b f Literaturstelle 28) imnranprSzipitiert . Die von 
A2-Molekiilen dissoziierten Peptide wurden durch HPLC aufge- 
trennt. Es wurden die Fraktionen 20 bis 28 vereinigt und wie 
zuvor beschrieben sequenziert (Tabelle 4). Die zweite Posi- 
tion enthielt ein starkes Signal filr Leu und ein mittleres 
fur Met. An den Positionen 3 bis 5 wurden jeweils 6 bis 8 
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Reste gefunden. Position 6 enthielt Val, Leu, lie und Thr. 
Die folgenden zwei Positionen zeigten jeweils 3 Signale. 
Position 9 zeigte ein starkes Val- und ein schwaches Leu- 
Signal. Position 10 zeigte keinen Anstieg fur einen Rest, was 
darauf hinweist, dafi A2-restringierte Epitope Nonapeptide 
sind. Leu oder Met an Position 2 und Val oder Leu an Position 
9 scheinen die Ankerreste zu sein. Einige von bekannten Pep- 
tiden mit A2-restringierten Epitopen konnen mit dem Motiv in 
Ubereinstimmung gebracht werden, wahrend dies bei anderen nur 
teilweise moglich ist (Tabelle 4c). Die Existenz von xnehreren 
Varianten von A2-Molekiilen kann diese schlechte tibereinstim- 
mung einigef Peptide mit dem Motiv verursachen. 
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Tabelle 4c 

Das HLA-A2.1-restringierte Peptidmotiv (HLA-A*0201 ) 

Position 





1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


Dontinante Ankerreste 




L 














V 


stark 




M 




E 




V 




K 












K 












schwach 


I 




A 


G 


. I 


I 


A 


E 


L 




L 




y 


P 


K 


L 


Y 


S 






F 




F 


D 


Y 


T 


H 








K 




P 


T 


N 












M 




M 




G 












Y 




S 




F 












V 




R 




V 


H 









Bekannte Epitope 



ILKEPVHGV 



GIL 
I L G 
F L Q 
A M Q 
P I A 
Q M K 



G F V 

F V F 

S R P 

M L K 

P G Q 

D C T 



F 
T 
E 
E 
M 
E 



T L 

L T 

P T 

• • 

R E 

R Q 



Literatur- 
Proteinquelle stelle 
HIV Reverse Transkriptase 
461-485 43 
Influenza Matrbqarotein 57-68 44 
Influenza ttetrixprotein 57-68 44 
HIV Gag Protein 446-460 46 
HIV Gag Protein 193-203 46 
HIV Gag Protein 219-233 46 
HIV Gag Protein 418-443 46 
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Tabelle 5 

Das HLA-A*0205-restringierte Peptidmotiv 



a) A*0205 

Dominante Ankerreste 



1 2 



Position 
3 4 5 6 



9 
L 



Andere 



V 
L 
I 
Q 
M 



y 
p 

F 

I 



G 
E 
D 
K 
N 



V 

y 

L 
I 



I 
V 
T 
L 
A 
R 



Q K 



Tabelle 6 

Das H-2K k -restringierte Peptidmotiv 



Dominante Ankerreste 



Position 
2 3 4 5 6 



8 
I 



Stark 



K 
N 

y 

M 



Schwach 



V 
F 



Q 
I 
L 
F 
P 
B 



A 
G 
P 
T 
V 
F 



N 
K 
H 
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Tabelle 7 

Das H-2K km ' -restringierte Peptidmotiv 



Dominante Ankerreste 



Position 
12345678 

I 



Stark 



E K 



Schwach 



Q 
G 
P 



N 

Q 
G 
M 
P 

y 



A 
R 
K 



R 
Y 



Beispiel 4 

Peptidmotive von HLA-Al , ELA-A3, HLA-A11 , HLA-A24 , HLA-A31 , 
HLA-A33, HLA-B7 HLA-B8, HLA-B*2702 / HLA-B*3501, HLA-B*35G3, 
HLA-B37, HLA-B38 , HLA-B*3901, HLA-B*3902, HLA-B*5101, 
HLA-B*5102, HLA-B*5103 / HLA-B*5201, HLA-B58, HLA-B60, 
HLA-B6 1 , HLA-B62, HLA-B78, HLA-Cw*0301, HLA-Cw*0401, 
HLA-Cw*0602, HLA-Cw*0702 , HLA-Cw4 , HLA-Cw6 , HLA-Cw7 , HLA- 
DRB1*0101, DRB1*1201, HLA-DR4wl4, HLA-DR17 , HLA-DRw52, HLA- 
DPw2, HLA-DPB1*0401, HLA-DQB1*0301, HLA-DQwl , HLA-DR1, HLA- 
DR3 und HLA-DR5 

Die Bestimmung dieser Peptidmotive erfolgte entsprechend den 
Beispielen 1 bis 3. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 8 bis 
24 dargestellt. 

Die Peptidmotive HLA-A, B und C sind MHC-Klasse I-Liganden. 
Die Peptidmotive HLA-DR, DQ und DP sind MHC-Klasse I I-Ligan- 
den. 
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B merkunaen zur Epitopvor hersaae fur HLA-Klasse I-Liqanden 

Anker: Alle Anker werden in der Regel bei alien natiirlichen 
MHC-Klasse I-Liganden benutzt. Jedoch koromt es auch vor, daS 
andere als die angegebenen Ankerreste, namlich solche mit 
ahnlichen Eigenschaf ten, benutzt werden (z.B. kann eine hy- 
drophobe Aminosaure durch eine andere hydrophobe ersetzt 
werden). Die Zahl der Aminosauren zwischen den Ankern ist in 
der Regel konstant, jedoch kommt es auch vor, daB ein oder 
zwei weitere Aminosauren eingeschoben sind. 

Hilf sanker; Diese werden bevorzugt, jedoch nicht obligato- 
risch, benutzt; sind mehrere Hilf sanker angegeben, wird in 
der Regel zumindest ein Teil davon benutzt. 

Bei der Epitopvorhersage bezliglich einer Proteinsequenz wird 
man zweckmaBigerweise f olgendermaBen vorgehen: 

Die Proteinsequenz wird nach Ankerresten im richtigen Abstand 
abgesucht. Die so gefundenen Teilsequenzen (Liganden-Kandida- 
ten) werden auf das Vorhandensein von Hilf sankerresten an der 
richtigen Position gepriift, was die Zahl der Ligandenkandida- 
ten einengt. Aus den verbliebenen Kandidaten werden die aus- 
gewahlt, die noch weitere der bevorzugten Aminosaurereste 
enthalten. 

Bemerkunaen zur Epitopvorhersaae fii r HLA-Klasse II-Liaanden 

Anker t Die HLA-Klasse II-Motive weisen 3 oder 4 Anker auf. 
Die einzelnen Liganden benutzen jedoch oft nur 2 dieser An- 
ker. Vermutlich benutzen die besonders stark bindenden Ligan- 
den alle Anker, und vermutlich konnen fehlende Ankerreste 
durch Obereinstimmung in anderen bevorzugten R sten kompen- 
siert werd n. 
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Um dies zu verdeut lichen, sind bei den Ligandenbeispielen die 
passenden Ankerreste doppelt, die anderen bevorzugten Reste 
einfach unterstrichen. 

Die allel-spezif ischen Motive in den Tabellen 39-47 sind 
in relativen Positionen (Erster Anker e Relative Position 1) 
angegeben, da die Zahl der Aminosaurereste zwischen N-Termi- 
nus und erstem Anker bei Klasse II-Liganden variabel ist (im 
Gegensatz zu Klasse I-Liganden). In den Tabellen 48 - 50 sind 
die Motive in den absoluten Positionen angegeben. 

Die Vorgehensweise bei der Epitop-Vorhersage innerhalb einer 
Proteinseguenz wird ahnlich sein vie bei Klasse I, nur daB 
von vornherein die Sequenz nach Ubereinstimmung mit minde- 
stens 2 Ankerresten (davbn einer Anker 1) abgesucht wird. 
Werden auf diese Weise mehrere Ligandenkandidaten erhalten, 
werden zur weiteren Einengung die anderen bevorzugten Reste 
verglichen und schlieSlich auf Ubereinstimmung mit dem (nicht 
allel-spezif ischen) Prozessierungsmotiv (Protein aus absolu- 
ter Position 2 bzw. 12 bis 16) gepriift. 

In der absoluten Position 2 der untersuchten HLA-Klasse II- 
Liganden findet sich ein sehr starkes Pro-Signal. Weitere 
Pro-Signale finden sich im Bereich des C-Terminus. Diese Pro- 
Signale scheinen ein bevorzugtes Merkmal von natiirlichen 
Klasse II-Liganden zu sein. Das Prozessierungsmotiv fiir HLA- 
Klasse II-Liganden ist .daher wie folgt: 

absolute Postion 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
P p p p p p 

In den Tabellen 39 -47 liegt der erste Anker im allgemeinen 
im Bereich der absoluten Positionen 3 - 5 od r 4 * 6. 
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Der obere T il von Figur 2 zeigt einen vereinfachten Ver- 
gleich von Klasse II- und Klasse I -Liganden. Klasse II-Ligan- 
den (links) sind in der MHC-Spalte durch allel-spezif ische 
Taschen verankert. Beide Enden der Spalte sind of fen, d,h. 
die Liganden (12-25 Reste, durchschnittlich 15 - 16 Reste) 
kSnnen heraushangen. Der zweite Rest nach dem N-Terminus ist 
haufig Pro, vermutlich als Ergebnis einer Aminopeptidaseakti- 
vitat. Wie aus Figur 2 hervorgeht, ist dieser Pro-Rest nicht 
an der Bindung mit der MHC-Spalte beteiligt. D.h., ein 
synthetisches, MHC II-bindendes Peptidmotiv muB den Pro -Rest 
nicht enthalten, sondern es beginnt vorzugsweise erst mit dem 
ersten Ankerrest. Der Abstand zwischen den N-Termini und dem 
ersten Anker ist 5 ± 1 Reste fiir die Mehrzahl der Liganden. 
Der Abstand zwischen dem letzten Anker und dem C-Terminus ist 
nicht konstant. Die Hauptunterschiede zu Liganden der Klasse 
I (rechts) sind die feste Bindung der Peptidtenciini innerhalb 
der Spalte und die besser definierte Lange der Liganden. 

Der untere Teil von Figur 2 zeigt die hypothetische Bindung 
von Klasse II-Liganden an ihren Rezeptor. Der Ligand ist als 
Peptidruckgrat in einer langgestreckten Orientierung darge- 
stellt. Der erste hydrophobe Anker ist am a-Ende der Spalte 
und der letzte am entgegengesetzten Ende. Der zweite Anker 
ist etwa in der Mitte, wo sich a- und B-Domanen treffen. 
Somit stimmt der Abstand zwischen dem ersten und dem letzten 
Anker mit der Lange der Spalte iiberein. Die relativ konser- 
vierten Charakteristiken des ersten Ankers (hydrophob/aroma- 
tisch) den unterschiedlichen Allelen konnen das Fehlen eines 
verstSrkten Polymorphismus in den DNA-Genen wiederspiegeln, 
wahrend der zweite und der letzte Anker dem EinfluB der poly- 
morphen B-Ketten ausgesetzt sind. 
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Tabelle 8: 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 

sonstige 

bevorzugte Reste 

Beispiele 
fur Liganden 

Tabelle 9: 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 

sonstige 

bevorzugte Reste 



- 31 - 



HLA-AI-Motiv 

Position 
123456289 

T D L Y 

S E 



L P G G 
G N V 
I Y I 



ATDFKFAMY 
I A DMGH L K Y 
MI EPRTLQY 
YTSDYF1 SY 
LTDPGVLDY 



HLA-A3-Motiv 

Position 
1 2 3 4 5£2 8 9 10 

L I I EE 

V ML Y 

M F M F 

V F 

T 

L 



I F I Q 

Y P S 

V T 

K K 
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Tabelle 10: - 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 

sonstige 

bevorzugte Reste 

Beispiele 
fur Liganden 

Tabelle 11: 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 

sonstige 

bevorzugte Reste 



- 32 - 

HLA-All-Motlv 
Position 

122456789 10 11 

V M K EL K 
I L 

F F 

Y Y 
T I 

A 



A N P P I L R 

D G I VI K 

E D F M Y N 

Q E V V E 

KM F Q 



AVMKP EAEKRK 
AVI LPPLSPYFK 



HLA-A24-Motiv 

Position 

12345fi769 

Y IF I 
V L 
F 



N D Q E 

E P N K 

L 

M 

P 

G 



R R R 

D 
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Tabelle 12: 



HLA-A3 1 -Motiv 

Position 
1 2 3 4 5 £ 7 8 9 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste L L 

V F 

Y V 
F I 

T 



sonstige 

bevorzugte Reste 



K T K P 


P N 


N L 


Q N D 


I D 


V R 


F E 


V E 


R N 


L G 


F R 


F Q 


Y S 


L 


T 


WV 


Y 


H 


T 


W 


L 



Beispiele 

fur Liganden LQFPVGRVHR 

QQLYWSHPR 
RGYRPRFRR 
KVFGPI HER 
K I MK WN Y E R 
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Tabelle 13: 

HLA-A33-Motiv 

Position 
123456789 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste A R 

I 
L 
F 
Y 
V 

besonders T L P P I 

bevorzugte Reste K L 

F 



sonstige 

bevorzugte Reste E Q R R R H Q 

M WD 1 D Y N 
E E F H V E 
NGPYTM 

s v s 

H L 
P W 



Beispiele 

fur Liganden DMAAQI TQR 

ESGPSI VHR 
EYYGSFVTR 
D Y I HI R I Q Q R 
E I MK WN R E R 
EVLD1 FQDR 
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Tabelle 14: HLA-B7-Motiv 



Ankerreste 



Position 
123456789 

P L 
F 



sonstige 

bevorzugte Reste A D D D F L 

H E E P T V 
S QGI R 
KHVL . 

y l i 

F K 
MS 
NT 
A P 



Tabelle 15: 



Ankerreste 



sonstige 

bevorzugte Reste 



HLA-B8-Motfv 

Position 
123456789 

K K L 
R 



besonders 

bevorzugte Reste G 

L 
I 



E 


NEE 


Q 


QHQ 




H MH 




I S 




L 




y 




V 


D 


ENLI 


H 


MD V 


L 


SQD 


S 


T S T 


T 


F T 


R 


y 


G 




K 
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Tabelle 16: 



Ankerreste 



HLA-B*2702-Motiv 

Position 
123456789 

R P 
Y 
I 
L 
W 



sonstige 

bevorzugte Reste K F G I I Y K 

L P K V L V 
X K E Y V D 
D V RT E 
EMDFR 
QTH 
T E 

S 9 

Beispiele 

fur Liganden S R D K T I I M W 

GRLTKHTKF 
RRFVNVVPTl 
KRYKSI VKY 
KRKKAYADF 
KRGI LTLKY 
GRFGVGNRY 
GRFKLI VLY 
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Tabelle 17: 



HLA-B'3501-Motiv 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankenreste 



Position 
123456789 10 

P Y Y 

F F 
MM 
L L 
I I 



sonstige 

bevorzugte Reste 



MAI K D I V E 

V L D I 9 N Q 

Y F E V K E V 
RVGTVQT 
D MP E L T 

E G MK 
T L 
Y M 
N 



Tabelle 18: 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankenreste 



HLA-B*3503-Motiv 

Position 
123456789 

P L 
M 



sonstige 

bevorzugte Reste 



A I E G D Q QF 
D L K V E N R 

MN H VT 

V H I 
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Tabelle 19: 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



sonstige 

bevorzugte Reste 



HLA-B37-Motiv 

Position 
123456789 



D 


V 


F I 


E 


I 


ML 




A 


L 




M 




K H 


T 


QT 


QP 


R 


K E 


G 


D 


Y N 


S 


G 


L D 


L 


H 


0 






G 






H 



Tabelle 20: 



Ankerreste 



HLA-B38-Motfv 

Position 
123456789 

F 
L 



sonstige 

bevorzugte Reste 



H I G MV Y K I 
F A E T I V Y 
P D P VT N N 
WE L A K R 
YSVER T 

N G N 

M L H 

V K 
S 



Beispiele 
fur Liganden 



EHAGVI SVL 
THDELEDKL 
QYDEAVAQF 
YPDPANGKF 
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Tabelle 21: 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



- 39 - 

HLA-B'3901-Mnttv 

Position 
12345&789 

R I L 

H V 

L 



sonstige 

bevorzugte Reste 



Tabelle 22: 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



A D V N N S 



D E Y 
I GI 
L P L 
F K 
V 



Y 
F 



M 
S 
T 
Y 



F 
T 
G 
K 
N 
P 



K 
R 
E 
T 



HM-9*39Q2-MPtiv 

Position 
1234^6789 



K 

9 



I 

L 
F 
V 



sonstige 

bevorzugte Reste 



K 
A 



A G N V V T 


I P 


E Y L S 


F 


GT T R 


V 


PHY 


N 


OF N 


L 


S I D 


T 


T MH 


Y 


P 


E 


R 


H 





F 
M 
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Tabell 23: 

HLA-B*5101-Motiv 

Position 
123456789 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste A P 

P I 
G 



sonstige 

bevorzugte Reste I W I G V N K T W 

L F L V T I 9 M 

V MI G L R V 

Y F K A K E 
WE I Q 
YDS 

V 
E 

H . 
D 
R 
N 

Beispiele 

fur Liganden YPFKPPKV 

DA HI YLNHI 
TGYLNTVTV 
XAYALNHTL 
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Tabelle 24: 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankenreste 



HLA-B*5 1 02-MnHv 

Position 
122456789 



P Y 
A 

G 



I 
V 



sonstige 

bevorzugte Reste 



F G V I RT 
V E 9 N E R 
•L K N 9 9 Y 
I L GT K 
T T 

0 

R 

N 
H 



Tabelle 25: 



HLA-B»5103-Motiv 

Position 
1 2 3 4 5 6 7 



Ankerreste 

oder Hilfsankerreste 



A Y 

P 

G 



V 
M 



sonstige 

bevorzugte Reste 



F F E G I 
WD L A K 
L N V T 
R N 
GQ 
9 M 
T R 
V 
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Tabelle 26: 

HLA-B'5201-Mntiv 

Position 
12 2 4 5 6 7 8 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste Q F L I 

Y 1 V 
W V 



sonstige 

bevorzugte Reste 



V MI L 


MK 


K 


L F L I 


F N 


E 


I P P V 


A L 


9 


D P 


T T 


y 


K K 


G S 





E 



Beispiele 
fur Liganden 



TGYLNTVTV 
V Q T I MP Q L 
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Tabelle 27: 

HLA-B58»Motiv 

Position 
123456789 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankeireste A P V F 

S E I W 
T K L 
M 

r 



sonstige 

bevorzugte Reste 



KGGDAI LNY 

R T Q D V Y R 

I I R N L MK 
L T F N T 

V Y 
F W 

Y 9 



Beispiele 
fur Liganden 



KAGQVVTI W 
AGDRTF.QKW 
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Tabelle 28: 



HLA-B60-Motiv 

Position 
123456789 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste E I L 

V 



sonstige 

bevorzugte Reste A P L K L K 

V K I N Y R 
I DVPMQ 
L G D V 
MN T I 
FQND 
S T P R 
D G Q 
N K 

9 

Beispiele 

fur Liganden K E S T L H L 

H E A T L R 
YEI HDGMNL 
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Tabelle 29: 

HLA-B6 1 -Moti v 

Position 

1 2 ^ 4 5 £ 7 8 

Hilfsankerreste 

EF I 

I L 

L F 

V V 

y 
w 



sonstige 

bevorzugte Reste PMEVNYKA 

T G I V S P 
P L L 
S M W 
N D I 
D G T 
K V R 
A F D 
RN 9 
N S G 
Q K 

Beispiele 

fur Liganden GEFGGFGSV 

EEFQFI KKA 
GEFVDLYV 
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HLA-B62-Motiv 

Tabelle 30: 

Position 
1234^6789 

Ankerreste 

oder Hilfsankerreste Q I F 

L V Y 



sonstige 

bevorzugte Reste 



MK 
V A 
N 
F 
P 
Y 
H 
R 



P G V 
E L T 
G F G 
D T I 



Y 
V 
T 



Beispiele 
fur Liganden 

Tabelle 31: 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



sonstige 

bevorzugte Reste 



V L K P G MV V T F 
YLGEFSI TY 



HLA-B78-Motiv 

Position 
1 2 3 4 5 6 7 2 



P 
A 
G 



I 
L 
F 
V 



Y E D 


A K 


D D G 


V s 


WG V 


N 


L N 


K 


V R 


Q 


S Q 


E 


QS 




RT 




N 
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Tabelle 32: 

Cw*0301-Motiv 

Position 
122456.789 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste V P F L 

I Y P 
Y M 
L I 
M 



sonstige 

bevorzugte Reste R ERNMQT ' 

N K 
S 
M 



Tabelle 33: 

HLA-Cw»0401-Motiv 

Position 
1 2 3 4 5 f> 7 8 9 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste Y V L 

F I F 

L M 



sonstige 

bevorzugte Reste P D D A X K 

H E H AS 
P M X H 
XT K 
R 
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Tabelle 34: 

HLA-Cw«0602-Motiv 

Position 
1234££789 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste IV L 

LI I 
F L V 
M Y 

sonstige 

bevorzugte Reste I P P P K A R Y 

F R I E T K E 
K GD S QQ 
Y F Q N N 
Y L R 
K G 
N T 
A S 
K 

Beispiele 

fur Liganden YQFTGI KKY 

VRHDGGNVL 
FAFPL1 QRV 
XQRTP KAGLYY 
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Tabelle 35: 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



HLA-Cw«07O2-MnHv 

Position 
U 3 4 5fi789 

Y V V Y 
Y I P 
I L L 
L M 
F 
M 



sonstige 

bevorzugte Reste 



R P D T 


AYE 


D G E 


R MA 


A V 


N F 


Q 


R D 


P 


V K 


S 


F 


G 


E 



Beispiele 
fur Liganden 



K Y 


F 


D E H Y E Y 


R Y 


R 


P GT V A L 


N K 


A 


D V I L K Y 


I Y 


P 


Q N V I L Y 


1 R 


K 


P Y I WE Y 


N Y 


G 


GGNYGSGSY 


F Y 


P 


P Y L Y 
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Tabelle 36: 



HLA-Cw4-Motlv 



Position 

1 2 3 4 5 6 7 6 9 



Anker 



r 



L 
M 
F 



stark 



F P 
Q 



0 E 



A V A H 
MINK 
L E 
H 



schwaoh 



K N R F 

E R T H 

G D K D 

P F r 

K K N 

Q M E 

G K 



S 

Q 

D 
r 
G 
T 
v 



Q 
S 
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Tab lie 37: 
H!A-Cw6-Motiv 

Anker 
stark 

schwach 
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Position 

123456789 



L 
I 
M 
V 



p 


D 


I 


V 


R 


K 


I 


E 


M 


I 


N 


F 


F 


P 


F 




Q 


Y 




N 








£ 



N 



IPGGLAYS 
r R V T K 
K T 
G 
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Tabelle 38: 
HLA-CW7-Motfv 



Anker 



stark 



schwach 



Position 
2 3 4 5 8 7 8 9 

Y L 

P 
Y 
a 







D 


y 










TP 




K 


I 










P 




V 






p 


N 




I 


T 


M 


A 


r 


G 






A 




E 




R 




V 




Y 


k 








A 




V 


s 








M 




D 





Demnach haben HLA- Cw4-. Cw6- und Cw7-Liganden folgende 
Eigenschaften: 

1. ) LTberwiegende Lange von 9 Amlnosauren (l&ngere und kuxzere Peptide 

konnen vorkommen) 

2. ) Uberwicgcnd aromatische Reste F oder Y an Position 2 

3. ) Ubcrwiegend hydrophobe Reste V. I, L. F, A an Position 6 ("Hilfsanker") 

4. ) Hydrophobe Reste L, F, Y, M, V am C-Terminus 

Indlvlduelle Unterschiedc dcr Uganden-Spezlfitat von Cw4, Cw6, und Cw7 
gehen aus den,Tabellcn hervor. 
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Tabelle 39: 



Ankerreste 



HLA-DRB 1 *0 1 01 -Mntiv 

Relative Position 
-10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Y L L 

V A A 
L I I 
P V V 
I M N 
AN- F 
M Y 
W 

bevorzugte Reste, 
polar oder geladen K 

9 
E 
N 
D 
R 
H 

bevorzugte 

kleine. Reste A A S A S S 

T S TGTT 
P P S P 
T 
P 



K K 


E 


H H 


K 


D D 


9 


R R 


R 


E E 


D 


D D 


9 


R R 


H 


99 


D 


H H 


R 
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Tabelle 40: 



Ankerreste 



bevorzugte Reste, 
polar oder geladen 



HLA-DRB 1 * 1 20 1 »Mntiv 

Relative Position 
10 1 2 3 4 5 £ 7 8 9 10 

I L V Y 

L M Y F 

FN F M 

Y V I I 

VAN V 
A 



N 


K 


K 


R 


D 


K 


Q 


E 


K 


R 


E 


E 


Q 


H 


H 


D 


R 


R 


9 


E 




H 


H 


D 


K 




D 









bevorzugte 

kleine Reste A G A A A A 

T P G G G G 
ST S S 
TP T 
P S 
P 

Beispiele 

fur Liganden SSVI T| NTNVG^YXQT 

i kllnensyvp 
gpdgrlLegydqfaydgk 

SDEK] B^NR^VRNNLR 
I N9KG|SGLQ£LEEL 

£ A L 1 H Q L K I N P X V L S 
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Tabelle 41: 



Ankerreste 



bevorzugte Reste, 
polar oder geladen 



bevorzugte 
kleine Reste 



HLA-DR4wl4-Motiv 

Relative Position 
10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

IP I 

L Y V 

MI L 

V V M 

Y L Y 
F M A 



H 


K 


QDD 


9 


R 


N H H 


N 


Q 


EQQ 


E 


N 


D N N 


D 


H 




Q 






R 








A 


G T A 



T S 



Beispiele 

fur Liganden GS AS MRV F HT A|S RP GRGEF 

VDDTQEVgFDS D A A S QRMEP 
YDNSLKI I SM&SXTTN 
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D 



CM 



Ck Q EWM >Q|QU 

k->< b. < S M bj < H 

to « « oos zii«ii> osMiaiiziiBfli 

§w £ w > a, >« pu O) i-3 O 

I i« o qiiqiiqii onofi onaiion 



cjpo a, >- z _j c=J > a,i 2 Zl K w 

> 



5 B 



rt CS h H»J > W - « > X 

£ K -< J fa }* S > JDW— i-bIsJI JBfcB JB 

CD GDH < H Q O)C0 fe- 

Z 2 Q DC Oft, „ J X 

-is; q 
x 



(0 



c rt o .52 

»-« CO w "O 

5 <3 83 £s 
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Ankenreste 



Tabelle 43: 

HLA-DRw52-Motiv 

Relative Position 
-10123456789 10 

F N L 
I L Y 
L V I 
Y I V 
M Y 
A A 

sonstige 

bevorzugte Reste E A A A A T E 

KT EG K 

9 RK Q 

N 

Beispiele 

fur Liganden SLQFGY^TGVI NAP Q 

ssvi i lnt^vgJyxqs 

N g ERpA I KV I 
VTRYI YpEEYARF 
WAP E MA NI PLLLY 
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Tabelle 44: 



Ankerreste 



HLA-DPw2-Motiv 

Relative Position 
10 123456789 

F F I 

L LA 

M MM 

V Y V 
W 
Y 



bevorzugte Reste, 
polar oder geladen 



R 


D 


N 


N 


N 


H 


D 


Q 


0 


9 


H 


H 


H 


R 


K 


R 


K 








E 









bevorzugte S S 

kleine Reste A T 

T A 

Beispiele 

fur Liganden LFRKFHYLPFLPSTEDV 

LPREDHLFRKFHYLPFLPS 

VTNKFPTQL FHTI GVE 
ADEKKF WG K Y L Y E I £ R R H P 
DSFKLQ1KEFQVLKSLG 
GEPLSYTRFSLARQVDG 
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a, 

H < Cu < 



3 g 00 Oh COO. Oj OlGD 

« I N >*faSj>M SIIjbSII 

8 f 10 ZXOM* a> 0* J 
g |W >J«S{x . CO CU JBh _)|| 

9 < <|> Du 

x n <Ohw a><2 h 

H JII><llS || 

° <CHWD< J>K 

H > Ss2 
Q to 
D 
CL 
M 

CU 
C 



» "2 

1-1 tU) 



in 



« S 8? i* II 

8-S 



id 



WO i/11738 



PCT/EP93/03175 



- 60 - 



Tab lie 46: 



Ankerreste 



HLA-DPB1*0401-Motiv 

Relative Position 
-10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

F F V 

L L Y 

Y Y I 
M MA 
I V L 

V I 
A A 

bevorzugte Reste. 

polar oder geladen K N 

R K 
EE 
N 
Q 

bevorzugte 

kleine Reste A 

V 

Beispiele 

fur Liganden XKKY FAATQF EP YNN 

GPG£PA.DVQYDLYLNVANRR 
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Tabelle 47: 



HLA-DQwl -Mnflv 

Relative Position 
-10 123456789 

Ankerreste 



L 


F 


L 


F 


Y 


I 


N 


V 


W 






V 



sonstige 

bevorzugte Reste E A P 

R E 
T G 
H 
N 

Q 
R 
S 
T 



D1LRSYYAD WY QQKP G 
£KILDI DRFEPL 
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Tabelle 48a: 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

sehr stark 



stark 



schwach 



£ 




D 


r 


R 


L 


R 


N 




M 


T 










P 


T 


H 


M 


N 


p 




D 














Y 


I 


S 


G 






p 
















K 




K 


























V 














G D 


P 


Q 


D 


N 


a 


S 


M 


Q 


R 


A 


K 


F E 


G 


t 


y 


G 


M 


q 


T 


a 


M 


Q 


1 


A 


Q 




N 


A 


I 


S 


V 


Q 


s 


a 






I 




N 


I 


N 


a 


a 


t 


a 


1 








T 






L 


£ 


1 


9 




■» 










V 






K 


G 


V 


V 




















M 


L 


e 
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Tabelle 48b: 



Interpretation: 
HLA-DRl-Motiv 



t 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 



END M M M 

D K Q A A 

N D N L 

E E 

Q 



F F I 



T V V 



M 



K A I A 
F L A V 
M L 
V 

Demnach haben naturliche DRl-Ligandcn folgende Eigenschaften: 

1. ) Lange uberwiegend mehr als 11 Amiriosauren (1st bereits bekannt) 

2. ) Uberwiegcnd P an zweiter Position 

3. ) Polare/geladene Reste E. D. K, N, K, 0 an Position 2, 3 oder 4 

4. ) Hydrophobe Reste I, L. M. F, A an Position 3. 4. 5 oder 6 

5. ), Hydrophobe Reste M. A oder L an Position 9, 10 oder 1 1 



WO 94/11738 

Tabelle 49a: 
HLA-DRS-Motiv 

Sehr stark 
stark 



PCT/EP93/03175 

•- t-4 - 



4 

1 




3 


A 


5 


6 


7 


6 


9 


10 


11 


12 


13 


14 


15 




P 




























A 




R 


D 


D 


D 


R 


Q 


R 


L 


L 


T 


F 


p 


S 


I 




Q 


F 


L 


0 


D 


K 


K 


N 


£ 


y 




K 


T 


P 




L 


L 


S 


K 


K 


r 


S 


K 


0 


L 


Y 


y 


H 


V 




F 


A 


r 


S 


Q 


D 


£ 




F 


0 












G 


I 


y 


Y 


H 


T 


Y 




A 














K 


M 


Q 


M 




N 


N 


















D 


T 


i 


P 




E 


d 


















I 


R 








G 


H 















Q 
G 

V 
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Tabelle 49b: 

Interpretation: 
HLA-PR3-Motfv 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 



L 
F 
I 



F 

L 

I 
v 

M 
A 



L 
I 

y 

F 



L Y F' F 
F L L Y 
A Y 



D 


D 


D 


D 


Q 


D 


R 


C 


K 


K 


K 


K 


E 




0 


Q 


R 


R 


Q 






R 


E 


£ 



K N 
H 



Demnach haben naturliche DR3-Liganden folgende Eigenschaften: 

1. ) wle bei DR1 

2. ) wie bei DR1 

3. ) Hydrophobe Reste L, F. I. Y, M, A an Position 3.4 Oder 5 

4. ) Polare/geladene Reste an Position 4, 5. 6. 7. 8 Oder 9 

5. ) Hydrophobe Reste L. F. A, Y an Position 1 1, 12 oder 13 
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Tabelle 50a: 



HLA-DR5 -Moti v 



Sehr stark 



1 2 3 A 5 E 7 8 9 "10 11 12 13 14 15 16 17 



stark }) 

g 



D 


N 


R 


R 


R 


R 


p 


N 


R 


m 


D 


A i 


N 


D 


I 


K 


N 


N 


i 


D 


E 


Q 


M 


P 


E 


E 


L 


Q 


L 


L 


V 


E 


q 


V 


Y 




• 


G 


F 


L 


A 


d 


A 


M 






F 




T 


I 


t 


K 


q 




E 


Y 






V 




V 


L 


V 


A 


M 




G 


V 






D 




H 


K 


V 


H 


V 




h 


P 










V 


M 


a 


M 






k 


q 












F 


n 








S 


a 












V 


K 










r 












V 












K 











K 
r 
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Tabelle 50b: 

Interpretation: 
HLA-DRS-MnHy 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 



NDDRRRR NR 

EEKNNN DE 

NNnQqd E Q 

H K K Q 
K H 



L L L L L L 

Y Y Y M 

I I 

M V 

F F 
V 



Dcmnach haben naturliche DR5-Liganden folgende Eigenschaften: 

1. ) wie DR1 

2. ) wleDRl 

3. ) Polare/uberwiegend negativ geladeneReste N. D. E. H. K an Position 2, 3 

Oder 4 

4. ) Polare/Qberwlegend positiv geladene Reste R, K; N, Q an Position 5. 6. 7 

Oder 8 

5. ) Hydrophobe Reste L, Y, V, I, M, F, A an Position 3. 4 oder 5 sowie an 5. 6 

Oder 7 

6. ) Polare/geladene Reste N. D. E. H, R,. 0 an Position 10. 11 oder 12 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Bestimmung von allelspezif ischen Peptidmo- 
tiven auf Molektilen des Major Histocompatibility Complex 
(MHC) der Klassen I oder II , wobei nan 

(a) durch Zellauf schluB von Zellen, die MHC-Molekiile 
enthalten, einen Zellextrakt erzeugt, 

(b) MHC-Molekiile mit den darauf befindlichen Peptidmi- 
schungen durch Immunprazipitation aus dem Zellex- 
trakt abtrennt, 

(c) die Peptidmischungen von MHC-Molekiilen und sonsti- 
gen Proteinbestandteilen abtrennt , 

(d) einzelne Peptide oder/und ein Gemisch davon sequen- 
ziert, und 

(e) aus den erhaltenen Informationen, insbesondere aus 
der Sequenzierung eines Gemisches, oder aus der 
Sequenzierung einer Reihe von Einzelpeptiden, das 
allelspezif ische Peptidmotiv ableitet, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man Peptidmotive auf Molekiilen bestimmt, die aus der 
Gruppe, bestehend aus HLA-A1, HLA-A3 , HLA-A1 1 , HLA-A24, 
HLA-A31, HLA-A33, HLA-B7, HLA-B8, HLA-B*2702, 
HLA-B*3501, HLA-B*3503, HLA-B37 , HLA-B38 , HLA-B*3901, 
HLA-B*3902, HLA-B*5101, HLA-B*5102, HLA-B*5103, HLA- 
6*5201, HLA-B58, HLA-B60, HLA-B61 , HLA-B62 , HLA-B78 , 
HLA-Cw*0301, HLA-Cw*0401, HLA-Cw*0602, HLA-Cw*0702, 
HLA-Cw4, HLA-Cv6, HLA-Cw7 , HLA-DRB1*0101 , DRB1*1201, 
HLA-DR4wl4, HLA-DR17, HLA-DRw52, HLA-DPw2, HLA- 
DPB1*0401, HIA-DQB1*0301, HLA-DQwl , HLA-DR1, HLA-DR3 und 
HLA-DR5 ausgewahlt sind. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafl man fiir die Immunprazipitation AntikSrper verwendet, 
die fiir MHC-Molekiile spezifisch sind. 
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3. Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man Festphasen-gebundene Antikorper verwendet. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet # 
daB die Abtrennung der Peptidmischungen von MHC-Molekii- 
len und sonstigen Proteinbestandteilen chromatographiech 
erfolgt. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS die Abtrennung fiber Reverse Phase-HPLC erfolgt. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS die Abtrennung in einem Trif luoressigsaure/H 2 O-Tri- 
f luoressigsaure/Acetonitril-Gradienten erfolgt . 

7. Peptidmptiv, erhaltlich durch ein Verfahren nach einem 
der Anspruche 1 bis 6. 

8. Verwendung eines Peptidmotivs nach Anspruch 7 bei einem 
Verfahren zur Herstellung eines diagnostischen oder 
therapeutischen Mittels. 

9. Verwendung nach Anspruch 8 fur den diagnostischen Nach- 
weis von MHC-Molekiilen. 

10. Verwendung nach Anspruch 9, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man ein Peptid, das einem Peptidmotiv entspricht, 
mit einer Markierungsgruppe, insbesondere in r Biotin- 
oder einer Fluoreszenzgruppe koppelt. 
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11. Verwendung nach Anspruch 9 fur die Therapie von Storun- 
gen des Immunsystems oder von Tumorerkrankungen . 

12. Verwendung nach Anspruch 11 fur die Therapie von Autoim- 
munkrankheiten, TransplantatabstoBungen oder/und Graft- 
versus-Host-Reaktionen . 

13. Verwendung nach Anspruch 8 oder 12 , 
dadurch gekennzeichnet, 
daB ein Peptid, das einem Peptidmotiv entspricht, N- 
oder/und C-terminal mit lipophilen bzw. amphiphilen 
Gruppen, insbesondere auch lipophilen Peptid-Helices 
kovalent verkiipft wird. 

14. Verwendung nach Anspruch 13 , 

dadurch gekennzeichnet, 
daS die lipophile bzw. amphiphile Gruppe Tripalmitoyl-S- 
glycerylcysteinyl-serylserin ist. 
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